Remote Mechanisms of Myocardial Protection by Goyeneche, María A. et al.
202 REVISTA ARGENTINA DE CARDIOLOGÍA  /  VOL 84 Nº 3 /  JUNIO 2016ARTÍCULO ORIGINAL
Mecanismos de protección miocárdica a distancia
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RESUMEN
Introducción: Se ha propuesto que el precondicionamiento isquémico remoto (PCr) reduce el tamaño del infarto a través de la 
activación de una vía neuronal parasimpática. Sin embargo, los mecanismos intracelulares responsables de esta protección 
no se conocen completamente.
Objetivo: Describir algunas de las señales intracelulares que participan en la protección del miocardio, activadas por el PCr 
antes de la isquemia.
Material y métodos: Corazones aislados de ratas fueron sometidos a 30 minutos de isquemia global, seguidos de 120 minutos 
de reperfusión (I/R). En un segundo grupo, antes del aislamiento del corazón se realizó un protocolo de PCr (tres ciclos de 
isquemia/reperfusión en la arteria femoral izquierda); una vez finalizado, se repitió el protocolo del grupo I/R. Adicionalmente, 
se estudiaron cuatro grupos experimentales, en los que antes del PCr se realizó una vagotomía cervical bilateral [SV (sección 
vagal)] o se administró atropina (bloqueante de los receptores muscarínicos), L-NAME (inhibidor de la síntesis de NO) y 5-HD 
(bloqueante de los canales mK+ATP), respectivamente. Se midieron el tamaño del infarto y la fosforilación de la eNOS en los 
grupos I/R, PCr y SV. Por otro lado, se midió la producción mitocondrial de H2O2.
Resultados: El PCr redujo significativamente el tamaño del infarto y este efecto fue abolido por la SV y con los tratamientos 
con atropina, L-NAME y 5-HD. Además, el PCr incrementó la fosforilación de la eNOS y este efecto fue abolido por la SV. 
Finalmente, el PCr produjo un aumento de la producción de H2O2 mitocondrial, hecho que también fue abolido con la SV.
Conclusiones: El PCr activa una vía muscarínica vagal, que involucra la fosforilación de la eNOS, la apertura de los canales 
mK+ATP de la mitocondria y un aumento de la producción de H2O2 mitocondrial.
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ABSTRACT
Background: Remote ischemic preconditioning (rIPC) has been suggested to reduce infarct size through the activation of 
a parasympathetic neural pathway. However, the intracellular mechanisms responsible for this protection remain unclear.
Objective: The aim of this study was to describe some of the intracellular protective signals activated at the cardiac level by 
rICP prior to myocardial ischemia.
Methods: Isolated rat hearts were subjected to 30 minutes of global ischemia and 120 minutes of reperfusion (I/R). In a second 
group, before the isolation of the heart, a rIPC protocol (three cycles of left femoral artery ischemia/reperfusion) was per-
formed, followed by the I/R protocol. Additionally, four experimental groups were studied, in which prior to the rIPC protocol 
a bilateral cervical vagotomy [VS (vagal section)] was performed or atropine (muscarinic receptor blocker), L-NAME (NO 
synthesis inhibitor), and 5-HD (mK+ATP channel blocker) was administered, respectively. Infarct size and eNOS phosphoryla-
tion were measured in I/R, rIPC, and VS groups. Finally, mitochondrial H2O2 production was assessed.
Results: Remote ischemic preconditioning significantly decreased infarct size and this effect was abolished by VS and atropine, 
L-NAME, and 5-HD treatments. Furthermore, rIPC increased eNOS phosphorylation and this effect was abolished by VS. 
Finally, rIPC increased the mitochondrial H2O2 production, and this effect was also abolished by VS.
Conclusions: Remote ischemic preconditioning activates a muscarinic vagal pathway involving eNOS phosphorylation, opening 
of mitochondrial mK+ATP channels, and the production of mitochondrial H2O2.
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Abreviaturas
5-HD 5-hidroxidecanoato
eNOS Óxido nítrico sintetasa endotelial
ERO Especies reactivas del oxígeno
I/R Isquemia/reperfusión
L-NAME NG-nitro-L-arginina metil éster
mK+ATP Canales mitocondriales del potasio sensible al
 adenosín trifosfato
NO Óxido nítrico
PC Precondicionamiento clásico
PCr Precondicionamiento isquémico remoto
PPC Presión de perfusión coronaria
SV Sección vagal
INTRODUCCIÓN
El precondicionamiento isquémico remoto (PCr) es 
una estrategia a través de la cual breves ciclos de 
isquemia/reperfusión (I/R) realizados en un tejido u 
órgano remoto protegen al corazón del daño producido 
por un episodio de isquemia miocárdica prolongado. 
Diferentes autores han descripto que la transferencia 
de la señal cardioprotectora desde el órgano periférico 
hasta el corazón es el resultado de la acción de fac-
tores humorales, vías neurales o de una interacción 
neurohumoral. (1) En este sentido, demostramos que 
el PCr activa una vía neural y que la señal alcanza el 
corazón a través del nervio vago. De esta manera, la 
acetilcolina, liberada por las terminaciones nerviosas 
vagales, precondiciona al corazón activando recepto-
res muscarínicos. (2) Sin embargo, en ese trabajo no 
estudiamos las señales de transducción, activadas a 
distancia, que participan del mecanismo intracelular 
del PCr. Algunos autores (1, 3) afirman que el PCr 
activa un mecanismo de señales similar al descripto 
para el precondicionamiento clásico (PC), mientras 
que otros muestran que la cardioprotección brindada 
por el PCr sigue un patrón diferente. (4) Heusch (5) 
describe algunas de las señales de transducción que in-
tervienen en las diferentes formas de condicionamiento 
isquémico. En su revisión, este autor menciona que aún 
existen varios problemas sin resolver al estudiar los 
fenómenos de protección miocárdica; particularmente, 
uno de ellos es la ausencia de una descripción temporal 
de las señales cardioprotectoras participantes. Hace 
varios años, Downey y colaboradores propusieron una 
clasificación de las señales que intervienen en el PC, la 
cual utiliza una secuencia lógica/causal de eventos que 
coinciden con la secuencia temporal del protocolo de 
precondicionamiento utilizado. (6, 7) De esta manera, 
estos autores definen un “activador” como un factor 
liberado durante los ciclos de I/R precondicionantes que 
actúa como un estímulo para activar “mediadores”, que 
transmiten la señal cardioprotectora durante la isque-
mia miocárdica prolongada a un “efector final”, el cual 
es responsable de atenuar la lesión irreversible durante 
la isquemia y la reperfusión temprana. Siguiendo con 
este razonamiento, diversos estudios evaluaron las se-
ñales intracelulares involucradas en la cardioprotección 
del PCr; (8-10) sin embargo, en estos trabajos no se ha 
considerado la secuencia temporal de activación de las 
señales. Por tal motivo, el objetivo de este estudio fue 
determinar algunas de las señales de transducción, que 
actúan antes de la isquemia miocárdica prolongada, 
como estímulos del PCr. Se evaluó particularmente la 
participación de los receptores muscarínicos, la enzima 
óxido nítrico sintetasa endotelial (eNOS) y los canales 
mitocondriales del K+ATP (mK
+
ATP).
MATERIAL Y MÉTODOS
Los experimentos se realizaron en ratas Wistar macho (200 
a 250 g).
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sódico 
(35 mg/kg) e intubadas para ventilarlas con una mezcla de 
aire ambiental y oxígeno utilizando un respirador Harvard 
(Modelo 683). Luego, se disecó la arteria femoral del miembro 
posterior izquierdo y los animales fueron distribuidos aleato-
riamente en diferentes grupos experimentales.
Tras completar los protocolos in vivo (véase más adelan-
te), los animales se sacrificaron con pentobarbital sódico (150 
mg/kg) y cada corazón se extrajo rápidamente del animal y se 
montó por la raíz de la aorta en un sistema de perfusión para 
órgano aislado, según la técnica de Langendorff. Los corazo-
nes se perfundieron con solución buffer de Krebs-Henseleit, 
que contiene: NaCl 118,5 mM, KCl 4,7 mM, NaHCO3 8 mM, 
KH2PO4 1,2 mM, Mg SO4 1,2 mM, CaCl2 1,5 mM y glucosa 
10 mM, a un pH de 7,2-7,4). La temperatura se mantuvo 
constante en 37 °C y, además, el buffer se burbujeó con gas 
carbógeno (95% O2 - 5% CO2). Se colocaron dos electrodos que 
se conectaron a un marcapasos para mantener una frecuencia 
cardíaca constante de 250 latidos por minuto. Se introdujo 
un balón de látex lleno con solución salina, conectado a un 
transductor de presión (Deltram II, Utah Medical System), 
en el ventrículo izquierdo. El volumen del balón se ajustó 
para alcanzar una presión de fin de diástole del ventrículo 
izquierdo de entre 8 y 10 mm Hg. La presión de perfusión 
coronaria (PPC) también se registró con un transductor de 
presión conectado a la línea de perfusión. El flujo coronario se 
ajustó para obtener una PPC de 70,5 ± 4,2 mm Hg durante 
el período de estabilización inicial.
Protocolos experimentales (Figura 1)
– Grupo 1 (I/R; n = 8): Se anestesiaron las ratas y se disecó 
la arteria femoral del miembro posterior izquierdo. Luego 
de 30 min de seguimiento, los animales se sacrificaron 
y los corazones se extrajeron y perfundieron según la 
técnica de Langendorff. Luego de 20 min de estabilización, 
se sometieron a 30 min de isquemia global seguidos de 
120 min de reperfusión.
– Grupo 2 (PCr; n = 9): Se repitió el protocolo del grupo 
1, pero previo a la isquemia miocárdica se realizó un 
protocolo de PCr (tres ciclos de oclusión/reperfusión de 
la arteria femoral izquierda).
– Grupo 3 [sección vagal (SV); n = 7]: Se repitió el protocolo 
del grupo 2, pero previo al PCr se realizó una vagotomía 
bilateral a nivel cervical.
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– Grupo 4 (PCr + atropina; n = 6): Se repitió el protocolo 
del grupo 2, pero las ratas se trataron, durante el pro-
tocolo de PCr, con atropina (bloqueante de receptores 
muscarínicos; dosis de ataque 2 mg/kg y mantenimiento 
1 mg/kg/h).
– Grupo 5 [PCr + L-NAME (NG-nitro-L-arginina metil 
éster); n = 8]: Se repitió el protocolo del grupo 2, pero 
las ratas se trataron, durante el protocolo de PCr, con 
L-NAME (inhibidor de la eNOS, 100 µM/kg).
– Grupo 6 [PCr + 5-HD (5-hidroxidecanoato); n = 5]: Se 
repitió el protocolo del grupo 2, pero las ratas recibieron 
una dosis de 5-HD (bloqueante de canales del potasio, 
100 µM) 5 min previo al PCr.
Medición del tamaño del infarto
Al finalizar los protocolos, los corazones se cortaron en sec-
ciones transversales, que se incubaron en una solución al 1% 
de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio durante 20 min. Con esta 
técnica, el tejido viable se tiñe de color rojo, mientras que la 
zona no teñida corresponde al área de infarto. Las secciones 
se escanearon y las áreas infartadas se midieron utilizando 
planimetría computarizada (analizador de imágenes: Image 
Pro Plus, versión 4.5). El tamaño del infarto se expresa como 
porcentaje de la superficie del ventrículo izquierdo.
Western blot
Las muestras de tejido de ventrículo izquierdo se homoge-
neizaron en 3 vol (w.v-1) de buffer enfriado con hielo: NaCl 
150 mM, Trizma HCl 50 mM, 1% (v.v-1) desoxicolato de sodio, 
EGTA 1 mM, NaF 1 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro 1 mM, 
pervanadato de sodio 1 mM (todos los reactivos de Sigma 
Aldrich, St. Louis, USA) y un cóctel inhibidor de la proteasa 
al 4% (Roche Hertfordshire, Reino Unido), pH 8,0, y se centri-
fugaron a 10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. La proteína en el 
sobrenadante se cuantificó por el método de Lowry utilizando 
albúmina de suero bovino como estándar y se resuspendió en 
solución 2X de buffer de muestra de SDS (62,5 mM de tampón 
Tris-HCl, pH 6,8, que contiene 2% (w.v-1) de SDS, 25% (w.v-1) 
de glicerol, 5% (v.v-1) de β-mercaptoetanol y 0,01% (w.v-1) de 
azul de bromofenol y se calentó a 95 °C durante 5 min. Una 
cantidad igual de proteínas (80 mg) se cargó en 8% de SDS-
PAGE y se transfirió a membranas de nitrocelulosa. Después 
de bloquear durante 1 hora en buffer PBS de leche descre-
mada al 3% (w.v-1), las membranas se incubaron durante la 
noche a 4 °C con los anticuerpos primarios correspondientes: 
conejo anti-eNOS (dilución 1: 750, Cell Signalling Technology, 
Danvers, MA, USA), eNOS fosforilada en su residuo serina 
1177 en los grupos I/R, PCr y SV, inmediatamente luego del 
protocolo de PCr. Las transferencias se hibridaron con un 
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rábano pi-
cante (dilución 1: 5.000, Santa Cruz Biotech, Inc. Dallas, TX, 
USA). Los complejos se visualizaron mediante la detección 
de quimioluminiscencia (Pierce ECL Western Blot sustrat). 
Las membranas se despojaron y reincubaron con anticuerpo 
fosfo-eNOS (dilución 1:750, Cell Signalling Technology, Dan-
vers, MA, USA). Se realizó un análisis de densitometría de 
las bandas utilizando el software Image J (NIH, Bethesda, 
Maryland, USA). Las bandas de densidades de proteínas se 
normalizaron por el contenido de eNOS.
Aislamiento mitocondrial
Las mitocondrias del corazón se aislaron de tejidos homo-
geneizados (n = 4 por grupo) por centrifugación diferencial 
en una centrífuga Sorvall RC5C (Sorvall, Buckinghamshire, 
Inglaterra). Las muestras del corazón se lavaron y se desme-
nuzaron en un buffer STE [sacarosa 250 mM, 5 mM Tris-HCl 
y 2 mM EGTA (pH 7,4)]. Se realizó una breve digestión en 
STE suplementado con 0,5% (w/v) de BSA libre de ácido gra-
so, 5 mM de MgCl2, 1 mM de ATP y 2,5 UI/ml de XXIV tipo 
proteinasa bacteriana. Después de 4 min a 4 °C, las muestras 
se homogeneizaron en 1:10 de STE con un homogeneizador 
de vidrio Potter Elvejhem y se centrifugaron a 8.000 g du-
rante 10 min. El pellet obtenido se resuspendió en STE y se 
centrifugó a 700 g durante 10 min. El sedimento se desechó 
y las mitocondrias se sedimentaron a partir del sobrenadante 
por dos etapas de centrifugación a 8.000 g durante 10 min 
cada uno. Finalmente, el sedimento se lavó, se enjuagó y se 
resuspendió en 500 ml de tampón STE. Todo el procedimiento 
se llevó a cabo a 0-4 °C. La pureza de las mitocondrias aisladas 
se evaluó mediante la determinación de la actividad de lactato 
deshidrogenasa; solo se utilizaron mitocondrias con menos 
del 5% de impureza. La concentración de proteína se midió 
por el ensayo de Lowry usando BSA como estándar.
Producción de H2O2 mitocondrial
La tasa de producción mitocondrial de H2O2 se evaluó por la 
Red-peroxidasa de rábano picante Amplex, el método (HRP) 
descripto antes. El buffer de reacción consistía en 125 mM 
de sacarosa, 65 mM de KCl, 10 mM de HEPES, 2 mM de 
KH2PO4, 2 mM de MgCl2, y 0,01% (w/v) de BSA (pH 7,2). 
Amplex Red (25 mM) fue seguido de oxidación en presencia 
de HRP (0,5 U/ml), y malato (2 mM) y glutamato (5 mM) 
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Fig. 1. Diagrama esquemático 
de los protocolos experimenta-
les. I/R: Isquemia/reperfusión. 
PCr: Precondicionamiento is-
quémico remoto. I: Isquemia. R: 
Reperfusión. SV: Sección vagal. 
L-NAME: NG-nitro-L-arginina 
metil éster. 5-HD: 5-hidroxide-
canoato.
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como sustratos respiratorios mitocondriales. Después de un 
período de estabilización inicial, se añadieron recién aisladas 
mitocondrias del corazón (0,25 mg de proteína/ml) a la mezcla 
de reacción. La formación de Resorfurin debido a la oxida-
ción Amplex Red por HRP unido a H2O2 se midió en Perkin 
Elmer LS 55 Espectrómetro de fluorescencia (Perkin Elmer, 
Waltham, MA, USA) a 563 nm (excitación) y 587 nm (emi-
sión). Los incrementos de fluorescencia fueron suprimidos 
en presencia de catalasa, lo que indica que los cambios en la 
fluorescencia se deben a la formación de H2O2. Los controles 
en la ausencia de mitocondrias aisladas o HRP indican que 
la oxidación no específica de la sonda es mínima (< 1%). 
Se realizó una curva de calibración con soluciones de H2O2 
como estándar. La tasa de producción mitocondrial de H2O2 
se expresó como nmol/min/mg de proteína.
Análisis estadístico
Los datos se expresan como media ± error estándar de la 
media. Las comparaciones entre grupos se realizaron me-
diante análisis de la varianza (ANOVA de una vía), seguido 
de pruebas T con el valor de p ajustado para comparaciones 
múltiples (prueba de Bonferroni). Las comparaciones de datos 
no se consideraron significativas a menos que el valor de p 
correspondiente fuera inferior a 0,05/k, donde k representa 
el número de comparaciones.
Consideraciones éticas
Los procedimientos utilizados en estos estudios fueron apro-
bados por el Comité de Investigación y Cuidado Animal de la 
Universidad de Buenos Aires (Protocolo 2948/10) en acuerdo 
con la guía para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio 
publicada por los National Institutes of Health (NIH), USA.
RESULTADOS
En la Figura 2 se puede observar que un episodio de is-
quemia miocárdica de 30 minutos provocó un infarto del 
52,31% ± 3,31%. El PCr disminuyó el tamaño del infarto 
al 31,29% ± 2,65% (p < 0,05). Tanto la vagotomía bilate-
ral como el tratamiento con atropina abolieron el efecto 
protector del PCr sobre el tamaño del infarto (53,26% ± 
4,29% y 51,10% ± 3,84%, respectivamente). El mismo 
efecto se observó en los animales tratados con L-NAME 
y 5-HD, en los cuales el tamaño del infarto fue del 49,11% 
± 1,87% y del 53,08% ± 4,29%, respectivamente.
En la Figura 3 se muestran los cambios en la fos-
forilación de la eNOS en su residuo Ser 1177 antes de 
la isquemia miocárdica. El PCr indujo un aumento 
significativo de la fosforilación de la eNOS, y este efecto 
fue abolido por la SV bilateral.
Se ha sugerido que la liberación de especies reac-
tivas del oxígeno (ERO) por parte de la mitocondria 
podría desempeñar un papel relevante en el precondi-
cionamiento isquémico. (11) Por lo tanto, evaluamos 
la tasa de producción de H2O2 en mitocondrias aisladas 
de muestras de tejido de ventrículo izquierdo tomadas 
previo a la isquemia miocárdica. En la Figura 4 (Panel 
A) se muestra un trazado representativo durante el 
período de estabilización inicial y luego del agregado de 
mitocondrias aisladas de ratas no precondicionadas y de 
animales sometidos a un protocolo de PCr. Se observa 
que el PCr aumentó significativamente la producción y 
liberación de H2O2 por parte de las mitocondrias. Así, la 
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Fig. 2. Tamaño del infarto como porcentaje del área del ventrículo 
izquierdo. I/R: Isquemia/reperfusión. PCr: Precondicionamiento 
isquémico remoto. L-NAME: NG-nitro-L-arginina metil éster. 5-HD: 
5-hidroxidecanoato. *: p < 0,05 en comparación con los demás 
grupos.
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Fig. 3. Expresión de la eNOS fosforilada (Ser 1177) en tejido de 
ventrículo izquierdo al finalizar el protocolo de PCr. I/R: Isquemia/
reperfusión. PCr: Precondicionamiento isquémico remoto. SV: 
Sección vagal. *: p < 0,05 en comparación con los demás grupos.
concentración de H2O2 mitocondrial se incrementó en 
un 27% en las ratas sometidas a PCr en comparación 
con el grupo I/R (I/R: 1,3 ± 0,1 nmol H2O2 min/mg de 
proteína; p < 0,05).
DISCUSIÓN
Los hallazgos del presente estudio refuerzan la hi-
pótesis de la existencia de una vía vagal colinérgica 
muscarínica para el PCr y demuestran que a nivel car-
díaco se activan señales intracelulares que involucran 
la fosforilación de la enzima eNOS, la apertura de los 
canales de K+ATP y la liberación de H2O2 por parte de 
la mitocondria. Todos estos hechos ocurren antes de la 
isquemia miocárdica, por lo que podrían considerarse 
disparadores (triggers) del PCr.
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Diferentes autores evaluaron los posibles mecanis-
mos intracelulares involucrados en el PCr, en particular 
la participación de la vía de las RISK (12) y STAT 5. 
(13) Sin embargo, en todos esos trabajos se estudió la 
participación de estos complejos enzimáticos en tiem-
pos muy disímiles: antes de la isquemia miocárdica, 
(14) en la reperfusión temprana (12) y en la reperfusión 
tardía (15) y, además, utilizando diferentes especies 
animales, (2, 16, 17) por lo que es difícil realizar una 
comparación. Por otro lado, los resultados de nuestro 
estudio extienden este conocimiento al demostrar que 
el receptor responsable de activar la protección es el 
receptor muscarínico. Además, la vía de activación 
del PCr a nivel cardíaco involucra a la eNOS, ya que 
al administrar L-NAME se abolió el efecto protector. 
En el mismo sentido, el PCr indujo la fosforilación de 
la eNOS antes de la isquemia miocárdica en los cora-
zones precondicionados. El rol del óxido nítrico (NO) 
en el mecanismo del PCr es complejo porque podría 
participar a nivel del tejido u órgano donde se origina 
el estímulo precondicionante o a nivel cardíaco como 
parte de señales que llevan a la cardioprotección. En 
este último caso, es bien conocido que la infusión de 
sustancias con capacidad de incrementar la biodis-
ponibilidad de NO ponen al corazón en un estado de 
precondicionamiento. (18) En nuestro caso, y como 
hemos mencionado, demostramos que existe fosfori-
lación de la eNOS cardíaca inmediatamente luego de 
finalizar el protocolo de PCr. Además, el incremento en 
la producción de NO es capaz de actuar directamente 
sobre la mitocondria inhibiendo la cadena respiratoria 
y favoreciendo la producción de ERO. De hecho, en 
nuestro estudio mostramos que el PCr induce una 
mayor producción de H2O2 mitocondrial.
Diferentes autores mostraron que el PC o la ad-
ministración de diazóxido provoca la apertura de los 
canales mK+ATP; (19) por este motivo administramos 
5-HD (bloqueante de los canales mK+ATP) y observamos 
la pérdida del efecto protector del PCr. La apertura de 
los canales mK+ATP provoca cambios importantes a nivel 
mitocondrial. Una vez que los canales mK+ATP están 
abiertos, se incrementa el flujo de K+ a la mitocondria 
y disminuye el potencial de membrana mitocondrial. 
Esta condición protegería al corazón frente a una 
producción exacerbada de ERO durante la reperfu-
sión (11) y constituiría el mecanismo subyacente del 
efecto protector del PCr. Como se ha sugerido, (20) la 
producción de ERO por parte de la mitocondria podría 
contribuir a la apertura del canal mK+ATP. De esta ma-
nera, el H2O2 podría actuar como un mensajero de la 
señal de protección del PCr.
Por otro lado, las ERO generadas por la mitocondria 
podrían activar otras enzimas redox sensibles, entre 
ellas la PKCε, que es una de las quinasas más impor-
tantes que participan del mecanismo del PC. (21)
CONCLUSIONES
El PCr reduce el tamaño del infarto utilizando una 
vía vagal muscarínica y un mecanismo que involucra 
la fosforilación de la enzima eNOS, la apertura de los 
canales mK+ATP y la liberación de H2O2 por parte de la 
mitocondria. Todos estos fenómenos ocurren previo a 
la isquemia miocárdica, por lo que podrían actuar como 
“estímulos” del PCr.
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